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Clinical Chemistry, vol. 28, No. 4, April 1982, 
(Washington, US) R.H. White- Stevens: 
"Interference by asorbic acid in test sy- 
stems involving peroxidase. I. Reversible 
indicators and the effects of copper, iron, 
and mercury", pp. 578- 588, s. p. 579, column 
2, lines 20-38 
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Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren 
zur immunenzymatischen Bestimmung von Anti- 
genen oder Antikorpern mit Detektion durch Farb - 
umschlag in sichtbarem Spektralbereich. 

Die enzymatische Analyse ist vor allem dank 
der Spezifitat und Geschwindigkeit eine gegenOber 
den herkommlichen Oberlegene Analysenmethode. 
Eine der wichtigsten Varianten der enzymatischen 
Analyse fOr die Bestimmung von Antigenen oder 
Antikorpern ist der ELISA (enzyme - linked immu - 
nosorbent assay). Der ELISA in seiner einfachsten 
Form dient zum Nachweis einer beliebigen Sub- 
stanz (Antigen), gegen die Antikorper verfugbar 
sind. Das nachzuweisende Antigen wird dabei an 
eine teste Oberflache adsorbiert. Danach wird das 
fixierte Antigen mit Antikorpern markiert, die zuvor 
kovalent an ein Indikatorenzym gebunden wurden. 
Nach dem Auswaschen der Oberschussigen Anti- 
korper wird das Enzym durch eine Farbreaktion 
nachgewiesen. Durch die Konzentration des gebil - 
deten farbigen Reaktionsproduktes kann auf die 
Konzentration des Antigens zuruckgeschlossen 
werden. In analoger Weise ist die Bestimmung von 
Antikorpern mit einem zweiten Antikorper moglich. 

Es ist bekannt, daB diese "colorometrischen 
ELISAs" vor allem mit drei Enzymen durchgefOhrt 
werden: alkalische Phosphatase mit p-Nitrophe- 
nylphosphat als Substrat, 0 - Galactosidase mit o- 
Phenyl - 0 - D - Galactopyranosid und Peroxidase 
mit verschiedenen Farbsubstraten. Die quantitative 
Messung erfolgt bei alien ELISAs durch Bestim- 
mung der Konzentration des farbigen Reaktions- 
produktes, das aus dem Enzym und dem zuerst 
farblosen Substrat gebildet wird. 

Bei diesen bekannten Methoden wird jedoch 
ein hoherSubstratuberschuB verwendet, der in der 
Regel urn den Faktor 10 Uber dem des tatsachli - 
chen Substratumsatzes liegt. Dadurch soil erreicht 
werden, daB das Enzym mit max. Umsatzge- 
schwindigkeit arbeitet, was die Empfindlichkeit und 
Schnelligkeit des Testes anheben soli. Durch diese 
MaBnahme wird jedoch ein farbiges Reaktionspro - 
dukt gebildet, dessen quantitative Bestimmung nur 
durch eine aufwendige und zeitraubende photo - 
metrische Analyse erfolgen kann, die zudem von 
ausgebildetem Personal ausgefUhrt werden muB. 
Eine einfache, billige und schnelle Analyse ohne 
Laborausru stung ist demnach nicht moglich. 

ELISA- Verfahren, die Peroxidase als Enzym 
und Tetramethylbenzidin (TMB) als Farbsubstrat 
verwenden, sind in der Literatur beschrieben. Aus 
der Druckschrift von H. Gallati und I. Pracht (J. 
Clin. Chem. Clin. Biochem. 23, 453-460) ist z. B. 
bekannt, daB fur ELISAs, fur die 3, 3', 5, 5' -Tetra- 
methylbenzidin (TMB) als Substrat fUr Peroxidase 
verwendet wird, 1 umol/ml TMB eingesetzt wird. 



Eine a'hnliche Bestimmungsmethode wird von 
E. Bos und A. van der Doelen et al. (J. Immuno- 
assay 2, 187 - 204) beschrieben. Hier werden 420 
nmol/ml TMB verwendet. 
5 Im US -Patent 4 503 143 werden Peroxidase 

und TMB verwendet, wobei die Endkonzentration 
von TMB 43 mg/l, entsprechend 180 nmol/ml be- 
tragt. 

Beim Verfahren nach der Internationalen An- 

70 meldung WO 86/05207 werden ebenfalls Peroxi- 
dase und TMB verwendet. Hier betragt die Kon- 
zentration von TMB 0,01 - 0,1 mg/ml, entspre- 
chend 42 - 420 nmol/ml. 

In alien diesen Fallen wird das stabile btauge- 

75 farbte 3,3\5,5' - Tetramethylbenzidin - Radikalka - 
tion erhalten, der Farbumschlag zum gelben 
3,3\5,5* - Tetramethyl -1,1'- Diphenochinon - 
4,4' - Diimmoniumion wird bedingt durch den vor - 
handenen groBen SubstratuberschuB nicht erreicht. 

20 Es wird somit nur ein farbiges Reaktionsprodukt 
angeha'uft, d. h. es liegen keine Mischfarben vor. 
Die Unterschiede in der Helligkeit im blauen Be- 
reich des Farbstoffs lassen eine gewisse qualitative 
Beurteilung zu. Eine quantitative Bestimmung ist 

25 jedoch nur mit Hilfe eines Spektralphotometers 
moglich. 

Analoges gilt fur die Bestimmungsmethode, bei 
der durch Abstoppung mit Saure dann hur das 
gelbe Reaktionsprodukt erhalten wird. Auch hier 

30 erfolgt die quantitative Auswertung durch eine 
aufwendige photometrische Analyse. 

Ein solches Verfahren ist in Clin. Chem. 28 
(1982), S. 578 - 588 beschrieben, bei dem 
Glucose - Oxidase und Peroxidase als Enzyme und 

35 o-Tolidin als Farbsubstrat in einem Glucose - 
Nachweistest verwendet werden. Die bei der En- 
zymreaktion gebildete blaue Farbe des Indikators 
wird durch Saurezugabe vollstandig in die gelb 
gefarbte Form uberfuhrt und diese dann durch ein 

40 Photometer analysiert. Die Farbveranderung wird 
hierbei nach der Enzymreaktion vorgenommen, so 
daB keine Mischfarbe erzeugt und ausgewertet 
wird. 

Es ist daher Aufgabe der Erfindung, eine 
45 quantitative, einfache, billige und schnelle immu- 
nenzymatische Bestimmungsmethode zur VerfU- 
gung zu stellen. Die Analysenmethode soli weiter- 
hin von einer Laborausru* stung unabhangig sein. 
Die Aufgabe wird gel6st durch ein Verfahren 
50 zur immunenzymatischen Bestimmung von Anti- 
genen mit einem ersten Antikorper oder von Anti - 
korpern mit einem zweiten Antikorper und einem 
an den ersten bzw. zweiten Antikorper kovalent 
gebundenen Indikatorenzym mittels eines Farb- 
55 stoffes, indem eine Farbreaktion mit dem Indikato- 
renzym durchgefOhrt wird, das dadurch gekenn- 
zeichnet ist, daB die Farbstoff konzentration nur in 
der GroBenordnung des Substratumsatzes liegt, so 
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daB in Abhangigkeit der Antigen- bzw. Antik5r- 
perkonzentration unterschiedlich gefSrbte Reak- 
tionsprodukte entstehen, und daB die quantitative 
Bestimmung des Antigens bzw. Antikorpers durch 
einen visuellen Vergleich der farbigen Reaktions- 
produkte mit Referenzfarben mit dem menschli- 
chen Auge erfolgt. 

Die erfindungsgemSBe L6sung zeigt, daB mit 
der Senkung der Farbstoffkonzentration in die 
GroBenordnung des Substratumsatzes, die je nach . 
Antigen- bzw. Antikorperumsatz unterschiedlich 
gefarbten Reaktionsprodukte zur einfachen und 
schnellen sowie genauen quantitativen Bestimmung 
dienen konnen. 

Anhand des ELISA, fur den TMB als Substrat 
fur Peroxidasen verwendet wird, soil die Erfindung 
naher erlautert werden. 

TMB wird dabei als Peroxidasesubstrat zu- 
nachst zum Zwischenprodukt, dem 
Tetramethylbenzidin - Radikalkation oxidiert, das 
mit einem Ladungsaustauschkomplex im Gleich- 
gewicht steht. Dieses Zwischenprodukt ist blau und 
hat zwei Absorptionsmaxima bei 370 nm und 650 
nm. Wird mehr H2O2 umgesetzt als der halben 
molaren Konzentration TMB entspricht, wird das 
Radikalkation weiter oxidiert zum Endprodukt dem 
3,3\5,5' - Tetramethyl -1,1'- diphenochinon - 
4,4 , -diimmoniumion, das bei einem Absorptions - 
maximum von 450 nm gelb ist. Optisch vollzieht 
sich dieser Teil der Reaktion als ein kontinuierlicher 
Wechsel der Farbe der Losung von blau uber 
grune Zwischentone nach gelb. Die Erfindung er- 
moglicht, daB das auf Farbunterschiede sehr 
empfindlich reagierende menschliche Auge, die je 
nach Antigen- bzw. Antikdrperumsatz verschie- 
denen farbigen Reaktionsprodukte durch Vergleich 
mit Referenzfarben schnell und quantitativ aus- 
werten kann. 

Im herkommlichen ELISA, der mit Peroxidase 
und TMB als Substrat durchgefOhrt wird, werden 
an der oberen Grenze des MeBbereichs ca. 50 
nmol HfeCVml (Squivalent zum Substratumsatz) 
umgesetzt; d. h. der MeBbereich des ELISAs im 
Photometer umfaBt den Umsatz von 0-50 nmol 
H 2 02/ml. Bei einer Auswertung des Tests kann 
eine weitere Akkumulation des blauen Zwischen- 
produkts bis ca. 100 nmol/ml erkannt werden. Wird 
der Farbumschlag zur Detektion ausgentltzt, kann 
durch die Wahl der Farbstoffkonzentration der 
MeBbereich stark variiert werden. Die obere Grenze 
des MeBbereichs wird durch die TMB -Konzen- 
tration festgelegt. Wird der Test mit Glucose - 
Oxidase und Peroxidase Im gekoppelten Enzym- 
system durchgefOhrt, liegt die maximale Ober- 
grenze bedingt durch die Loslichkeit des Sauer- 
stoffs bei 250 nmol/ml. Wird die TMB -Konzen- 
tration gesenkt, kann der Farbumschlag bei nied- 
rigerem H 2 0 2 - Umsatz erreicht werden, wodurch 



auch sehr niedrige Konzentrationen des zu be- 
stimmenden Antigens genau quantifiziert werden 
konnen. Die Untergrenze wird durch die Wahr- 
nehmbarkeit des Farbstoffes mit dem bloBen Auge 
5 definiert und liegt bei 10 nmol/ml. Das Verfahren 
kann mit Vorteil bei einer Farbstoffkonzentration im 
Bereich von 10 bis 250 nmol/ml verwendet werden. 
Bevorzugt ist eine Verwendung bei einer Farb- 
stoffkonzentration im Bereich von 10 bis 100 
70 nmol/ml. Der Test ist also sehr variabel und kann je 
nach . Anwendung auf hohe Empfindlichkeit Oder 
groBen MeBbereich ausgelegt werden. 

Zur DurchfUhrung bestehen prinzipiell zwei 
M8glichkeiten: 
75 a) Als Indikatorenzym kann Peroxidase verwen - 
det werden, als Farbsubstrat ein Redoxindikator. 
Bevorzugt wird als Farbstoff TMB eingesetzt. 
Die Konzentration des TMB wird dabei so ge- 
wahlt, daB sie der oberen Grenze des MeBbe - 
20 reiches entspricht Dadurch andert sich mit zu - 
nehmender Enzymkonzentration und entspre- 
chend zunehmendem H2O2- Umsatz nicht nur 
die Konzentration eines farbigen Produktes, 
sondern auch das Verhaltnis zweier unter- 
25 schiedlich gefarbter Produkte und dadurch die 
spektrale Zusammensetzung der zu betrach- 
tenden Farbe. 

b) In der zweiten Version konnen als Indikato- 
renzym eine Oxidase in einem gekoppelten 
30 System mit Peroxidase verwendet werden. Be - 
vorzugt werden Glucose - Oxidase markierte 
Antikorper verwendet. Glucose - Oxidase setzt 
Glucose, die in optimaler Konzentration einge- 
setzt werden kann, mit Sauerstoff zu Glucon- 
35 sSure urn, wobei H2O2 als Nebenprodukt ent- 
steht, dessen Konzentration mit TMB und Per- 
oxidase bestimmt wird. Dabei kann die Peroxi - 
dase in so hohen Konzentrationen eingesetzt 
werden, daB das H 2 02 innerhalb weniger Minu- 
40 ten quantitativ umgesetzt wird. Durch den ent- 
stehenden Farbton kann also die gebildete H 
2 0 2 -Konzentration und damit die Menge der 
gebundenen Glucose - Oxidase und die Kon- 
zentration des nachzuweisenden Antigens be- 
45 stimmt werden. 

Der Test lafit sich prinzipiell zum Nachweis von 
Antikorpern und alien Substanzen verwenden, fUr 
die Antiseren verfOgbar sind; beispielsweise zum 
Nachweis von Bakterien und Viren in der Biotech - 
50 nologie, Lebensmittelanalytik, Hygiene, Medizin 
und Umwelt, aber auch zum Nachweis von ver- 
schiedenen Giften, Hormonen, Pharmaka etc. 
Sinnvolle Anwendung findet er Uberall, wo es gilt, 
schnell und ohne Laborausstattung quantitative 
55 Bestimmungen durchzufUhren. Die Erfindung wird 
anhand einiger Beispiele naher erlautert. 
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1. Biotechnologie 

Die Probe aus dem Reaktor wird mit zuvor 
immobilisierten Antikorpern gegen den spezifi- 
schen Stamm inkubiert. Die Bakterien dieses 
Stammes werden gebunden, die anderen werden 
ebenso wie alle Ubrigen Substanzen aus der Probe 
ausgewaschen. Die gebundenen Bakterien werden 
mit Glucose - Oxidase konjugierten Antikorpern 
markiert. Die Glucose - Oxidase wird durch den 
Substratpuffer nachgewiesen, der Glucose, Per- 
oxidase und TMB enthalt. Nach festgelegten Re- 
aktionszeiten werden Proben entnommen und nach 
wenigen Minuten, nach AbschluB der Peroxidase - 
Reaktion, mit Referenzfarben verg lichen und damit 
die Konzentration des spezifischen Bakterien - 
stammes bestimmt. 

2. Cholesterinspiegel 

Die Arterioskierose, mit ihren gefahrlichen 
Folgen wie Herzinfarkt und Schlaganfall, die hSu- 
figste Todesursache in der westlichen Welt, ist auf 
Einlagerungen von Cholesterin in GefaBwanden 
zunjckzufGhren, das aus LDL (low density lipopro- 
tein) - Partikeln im Blut stammt. Der LDL -Spiegel 
ist direkt mit dem Risiko einer Arterioskierose kor- 
reliert. Die RisikoabschStzung ist also durch Be- 
stimmung des LDL-Spiegels moglich. Die Be- 
stimmung kann durchgefuhrt werden mit Hilfe en - 
zymmarkierter Antikorper gegen Cholesterin Oder 
Apoprotein B-100, dem Protein in LDL- Partikeln, 
das durch LDL - Rezeptoren in der Membran tieri- 
scher Zellen spezifisch erkannt wird. 

3. Nachweis von Pharmaka 
Beispiel: Herzglycoside 

Herzwirksame Glycoside werden zur Therapie 
der Herzinsuffizienz verwendet, urn Schlagvolumen 
und Minutenvolunien des Herzens zu steigern. Die 
Dosierung der Herzglycoside mu8 individuell be- 
stimmt werden und sehr genau erfolgen. Man un - 
terscheidet die Sattigungsdosis, die zum Erreichen 
der gewunschten Wirkung verabreicht werden muB, 
und die Erhaltungsdosis, die zur Erhaltung des 
Vollwirkspiegels n5tig ist. Die Erhaltungsdosis 
hSngt von der Resorptions - und Abklingquote des 
einzelnen Glycosides beim einzelnen Patienten ab. 
Es wird vermutet, daB ca. 20 % der mit Herzgly- 
cosiden behandelten Patienten an einer Oberdo- 
sierung dieser Glycoside sterben. 

Die Serumkonzentration und damit die 
Resorptions- und Abklingquote lassen sich durch 
diesen Test mit Hilfe GOD - markierter Antik5rper 
gegen Herzglycoside schnell und exakt in jeder 
Arztpraxis bestimmen. 



4. Nachweis von Hormonen 
Beispiel: Luteinisierendes Hormon (LH) 

Zum Zeitpunkt der Ovulation steigt der LH- 
5 Spiegel im Serum der Frau steil an und bleibt ca. 
24 Stunden bestehen, urn wieder ebenso rasch 
abzufallen. Im Rahmen arztlicher Hilfe bei uner- 
fOlltem Kinderwunsch kann die betroffene Frau mit 
einem immunenzymatischen Nachweis von LH im 
jo Urin den exakten Zeitpunkt des Eisprungs selbst 
bestimmen. Im Gegensatz zum Schwanger- 
schaftstest durch immunologischen 0 - HCG - 
Nachweis muB dieser Test quantitativ sein, da der 
Zeitpunkt der LH - Konzentrationsmaximums dem 
15 Ovulationszeitpunkt entspricht. 

5. Nachweis von Antikorpern 
Beispiel: AHergietest 

20 Charakteristisch fUr Allergien ist die Bildung 

von IgE- Antikorpern, die spezifisch gegen das 
betreffende Allergen gerichtet sind. Ein einfacher 
immunenzymatischer AHergietest kann durchge- 
fuhrt werden, indem die infrage kommenden Al- 

25 lergene jeweils an eine feste Oberfla'che gebunden 
werden und mit einer Serumprobe des Patienten 
inkubiert werden. IgE- Antikorper, die an das Al- 
lergen gebunden wurden, lassen sich durch en- 
zymmarkierte Anti- Human -IgE -Antikorper 

30 nachweisen. Eine starke Enzym konzentration 
kennzeichnet das Allergen, gegen das der Patient 
sensibilisiert ist. Ein solcher immunenzymatischer 
AHergietest ist vollig risikofrei und fUr den Patienten 
wesentlich angenehmer als der herkbmmliche Al- 

35 lergietest, bei dem durch subcutane Applikation der 
Allergene eine atlergische Hautreaktion erzeugt 
wird. 

Patentanspruche 

40 

1. Verfahren zur immunenzymatischen Bestim- 
mung von Antigenen mit einem ersten Anti- 
korper oder von Antikorpern mit einem zweiten 
Antikorper und einem an den ersten bzw. 

45 zweiten Antikorper kovalent gebundenen Indi - 

katorenzym mittels eines Farbstoffes, indem 
eine Farbreaktion mit dem Indikatorenzym 
durchgefGhrt wird, 
dadurch gekennzeichnet, 

so daB die Farbstoffkonzentration nur in der Gro - 

Benordnung des Substratum satzes liegt, so 
daB in Abhangigkeit der Antigen - bzw. Anti - 
korperkonzentration unterschiedlich gefarbte 
Reaktionsprodukte entstehen, und daB die 

55 quantitative Bestimmung des Antigens bzw. 

AntikSrpers durch einen visuellen Vergleich 
der farbigen Reaktionsprodukte mit Referenz - 
farben mit dem menschtichen Auge erfolgt. 
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2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekenn - 
zeichnet, da8 eine Farbstoffkonzentration im 
Bereich von 10 bis 250 nmo!/ml verwendet 
wird. 

5 

3. Verfahren nach Anspruch 1 - 2, dadurch ge - 
kennzeichnet, daB bevorzugt eine Farbstoff- 
konzentration im Bereich von 10 bis 100 
nmol/ml verwendet wird. 

w 

4. Verfahren nach Anspruch 1-3, dadurch ge - 
kennzeichnet, daB als Indikatorenzym Peroxi- 
dase verwendet wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 - 3, dadurch ge - 75 
kennzeichnet, daB als Indikatorenzym eine 
Oxidase in einem gekoppelten System mit 
Peroxidase verwendet wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 - 3, dadurch ge - 20 
kennzeichnet, daB als Indikatorenzym 
Glucose - Oxidase in einem gekoppelten Sy - 
stem mit Peroxidase verwendet wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 1 - 6, dadurch ge - 25 
kennzeichnet, daB als Farbstoff ein Redoxin - 
dikator verwendet wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn - 
zeichnet, daB als Farbstoff 3,3\5,5'-Tetra- 30 
methylbenzidin verwendet wird. 

9. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB ein Farbstoff' 
verwendet wird, der unterschiedlich gefSrbte 35 
Reaktionsprodukte zu bilden vermag, die 
Farbstoffkonzentration nur in der GroBenord- 
nung des Substratum satzes gehalten wird, so 

daB in Abhangigkeit der Antigen - bzw. Ant) - 
korperkonzentration unterschiedlich gefarbte aq 
Reaktionsprodukte entstehen, und daB zur 
Variation des MeBbereiches die Farbstoffkon - 
zentration so gewahlt wird, daB der Farbum - 
schlag zur Detektion aushUtzbar ist, indem die 
quantitative Bestimmung des Antigens bzw. 45 
Antikorpers durch den visueilen Vergleich der 
farbigen Reaktionsprodukte mit Referenzfarben 
erfolgt. 

Claims 50 

1. Process for the immunoenzymatic assay of 
antigens with a first antibody or antibodies with 
a second antibody and an indicator enzyme 
covalently bonded to the first or second anti - 55 
body by means of a dye, in that a colour 
reaction is performed with the indicator en- 
zyme, characterized in that the dye concen- 



tration is only of the same order of magnitude 
as the substrate turnover, so that as a function 
of the antigen or antibody concentration dif- 
ferently coloured reaction products are formed 
and that the quantitative assay of the antigen 
or antibody takes place by a visual comparison 
of the coloured reaction products with refer- 
ence colours using the human eye. 

2. Process according to claim 1, characterized in 
that a dye concentration in the range 10 to 250 
nmole/ml is used. 

3. Process according to claims 1 or 2, char- 
acterized in that preferably a dye concentration 
in the range 10 to 100 nmole/ml is used. 

4. Process according to claims 1 to 3, char- 
acterized in that peroxidase is used as the 
indicator enzyme. 

5. Process according to claims 1 to 3, char- 
acterized in that an oxidase in a coupled sys - 
tern with peroxidase is used as the indicator 
enzyme. 

6. Process according to claims i to 3, char- 
acterized in that glucose oxidase in a coupled 
system with peroxidase is used as the indica - 
tor enzyme. 

7. Process according to claims 1 to 6, char- 
acterized in that a redox indicator is used as 
the dye. 

8. Process according to claim 7, characterized in 
that S.S'.S.S'-tetramethylbenzidine is used as 
the dye. 

9. Process according to one of the claims 1 to 8, 
characterized in that a dye is used, which is 
able to form differently coloured reaction pro - 
ducts, the dye concentration is kept only at the 
same order of magnitude as the substrate 
turnover, so that as a function of the antigen or 
antibody concentration differently coloured 
reaction products are formed and that for 
varying the measuring range the dye con- 
centration is chosen in such a way that the 
colour change can be used for detection pur - 
poses, in that the quantitative assay of the 
antigen or antibody takes place by visual 
comparison of the coloured reaction products 
with reference colours. 
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Revendications 

1. Procede de determination immuno-enzyma- 
tique des antigenes avec un premier anticorps 
ou des anticorps avec un deuxieme anticorps 
et un enzyme indicateur lie* au premier ou au 
deuxieme anticorps par covalence a I'aide 
d'une matiere colorante, gr§ce a une reaction 
colore avec ('enzyme indicateur. Ce procede 
est caracterise par le fait que la concentration 
de matiere colorante se situe seulement dans 
I'ordre de grandeur de la conversion de subs - 
trat de telle sorte que les produits de reaction 
sont de coloration d iff e rente selon la concen - 
tration en antigenes ou en anticorps, et que la 
determination quantitative des antigenes ou 
des anticorps r£sulte d'une comparaison vi- 
suelle a I'oei! nu des produits de reaction 
colored avec les couleurs de reference. . 

2. Procede, d'apres la revendication 1, caracte- 
rise par le fait que la concentration de matiere 
colorante utilised se situe entre 10 et 250 
nmol/ml. 

3. Procede, d'apres les revendications 1 et 2, 
caracterise* par le fait que la concentration de 
matiere colorante utilisee se situe de prefe- 
rence entre 10 et 100 nmol/ml. 

4. Procede, d'apres les revendications 1 a 3, 
caracterise par le fait que I'enzyme indicateur 
utilise est la peroxydase. 

5. Procede, d'apres les revendications 1 a 3, 
caracterise par le fait que I'enzyme indicateur 
utilise est une oxydase dans un systeme cou - 
pie a la peroxydase. 

6. Procede, d'apres les revendications 1 a 3, 
caracterise par le fait que I'enzyme indicateur 
utilise est une glucose - oxydase dans un 
systeme couple a la peroxydase. 

7. Procede, d'apres les revendications 1 a 6, 
caracterise par le fait que la matiere colorante 
utilisee est un indicateur redox. 

8. Procede, d'apres la revendication 7, caracte- 
rise par le fait que la matiere colorante utilisee 
est de ia benzidine tetramethyle 3,3',5,5\ 

9. Procede, d'apres les revendications 1 a 8, 
caracterise par le fait qu'une matiere colorante 
utilisee est capable de creer des produits de 
reaction de differentes couleurs, la concentra- 
tion de matiere colorante se situe seulement 
dans I'ordre de grandeur de la conversion de 



substrat de telle sorte que les produits de 
reaction sont de coloration diffe rente selon la 
concentration en antigenes ou en anticorps, et 
que pour la variation de ia plage de mesure la 

5 concentration de matiere colorante est choisie 

de telle sorte que le changement de couleur 
est utilisable pour la detection, c'est-a-dire 
ia determination quantitative des antigenes ou 
des anticorps par une comparaison visuelle a 

io I'oeil nu des produits de reaction colores avec 

les couleurs de reference. 
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